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palavras-chave 
 
Vírus do Papiloma humano, cancro do colo do útero, variantes de HPV 16, 
polimorfismo p53 
resumo 
 
 
O cancro do colo do útero é uma das neoplasias mais frequentes a nível 
mundial. A infecção persistente por vírus do papiloma humano (HPV) de alto 
risco é o principal factor de risco para o seu desenvolvimento.  
O HPV 16 é o tipo de HPV de alto risco mais comum. Podem ser detectadas
variantes de HPV 16 na população mundial com prevalências distintas. O 
significado clínico e virológico das variantes permanecem desconhecidos. 
Assim, pretendemos caracterizar o espectro de variantes de HPV 16 e 
investigar a associação entre variantes de HPV 16 encontradas na população 
da região centro de Portugal e o risco de desenvolver carcinoma invasivo do 
colo do útero. 
O HPV produz uma oncoproteína, a E6, que se liga à p53, um supressor
tumoral, levando à sua degradação. 
Foi sugerido que a homozigotia para arginina no codão 72 da p53 seria um 
factor de risco para o desenvolvimento de cancro do colo do útero. Com este 
trabalho pretendemos verificar a existência desta associação na população 
portuguesa. 
Neste trabalho, foi detectada uma elevada prevalência de variantes não 
europeias de HPV 16, especialmente variantes africanas. Não detectámos 
nenhuma associação entre variantes de HPV 16 e risco para o 
desenvolvimento de cancro do colo do útero. 
Em relação ao polimorfismo Arg/Pro da p53, não encontrámos diferenças 
estatisticamente significativas na distribuição dos genótipos do p53 em
mulheres normais e em mulheres com lesões do colo do útero, o que sugere 
que este polimorfismo não constitua um factor de risco na população 
portuguesa. 
Os nossos dados e os dos artigos na literatura sugerem a importância de se 
estudarem estes e outros factores, quer virais, quer do hospedeiro, na 
avaliação de risco para o desenvolvimento de cancro do colo do útero, 
devendo esses estudos ser feitos em populações alargadas e em diferentes 
regiões geográficas.  
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abstract 
 
Cervical cancer is one of the most frequent cancers in women worldwide. 
Persistent high risk human papillomavirus (HPV) infection has been established 
as the main cause of cervical cancer. HPV 16 is the most common. 
Variants of HPV 16 are found worldwide with distinct prevalences. The clinical 
and virological significance of these variants remain unknown. Our aim was to 
characterize the spectrum of variants of HPV 16 and to investigate the 
association between HPV 16 variant and cervical cancer risk. 
The high risk HPV genome encodes an oncoprotein, E6, which can interact 
with p53, a tumor suppressor, leading to its degradation. P53 has two 
polymorphic forms encoding either proline or arginine, at codon 72. Arginine 
homozygosity has been suggested to be a risk factor for cervical cancer. In this 
work we have investigated the existence of this association in the Portuguese 
population.  
In this work, we have detected a high prevalence of non-European HPV 16 
variants, particularly African variants. We have found no association between 
HPV 16 variants and increased risk for cervical cancer. 
With regards to p53 polymorphisms, we have not found any statistically 
significant difference in the distribution of genotypes of p53 in normal women 
and women with lesions of the cervix. 
Our data and those described in the literature suggest the importance of 
studying these and other viral and host factors for the evolution of cervical 
cancer risk; these studies should be performed in large populations and 
different geographical regions. 
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1. INTRODUÇÃO 
1.1 CANCRO DO COLO DO ÚTERO 
1.1.1 Epidemiologia  
 
O cancro do colo do útero é, a seguir ao cancro da mama, a segunda neoplasia mais 
frequente na mulher, a nível mundial, em particular nas mulheres jovens (15 – 44 anos) [1]. 
Segundo a Organização Mundial de Saúde, no ano 2000, foram diagnosticados mais de 
471 000 novos casos, tendo ocorrido cerca de 288 000 mortes por cancro do colo do útero 
em todo o mundo. 
Esta neoplasia apresenta uma distribuição geográfica variável (Fig. 1). 
Aproximadamente 80% das mortes ocorre em países em vias de desenvolvimento 
(América Latina, África, China e Índia), onde a incidência da doença é maior, enquanto 
que nos países desenvolvidos (Europa Ocidental e América do Norte), os programas de 
rastreio já permitem a sua detecção precoce [1]. 
 
 
Figura 1: Taxa de incidência de cancro do colo do útero por 100 000 habitantes. (Adaptada de http://www-
dep.iarc.fr/) 
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Estima-se que todos os dias morram 40 mulheres na Europa com este tipo de cancro 
e em 2002 registaram-se 15 mil mortes no continente europeu [2]. Em Portugal, por ano, 
morrem mais de 300 mulheres vítimas desta neoplasia, e os últimos dados revelaram a 
maior incidência de cancro do colo do útero entre os países da União Europeia, com cerca 
de 17 casos por cada 100 mil habitantes, e mais de 900 novos casos por ano (Fig. 2). 
 
 
Figura 2: Distribuição de novos casos de cancro em Portugal por ano. (Adaptado de: http://www-dep.iarc.fr/) 
 
  Como se trata de uma doença silenciosa, pois normalmente as mulheres não têm 
sintomas até à última fase da doença, o tratamento torna-se difícil. 
 
1.1.2 Etiologia e factores de risco  
 
A ligação entre a infecção genital pelo vírus do papiloma humano (HPV) e o cancro 
do colo do útero foi demonstrada no início dos anos 80 por Harald zur Hausen, um 
virologista alemão [3]. 
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Entre 1974 e 1976, os investigadores começaram a postular e analisar o papel do 
HPV no cancro do colo do útero. Os primeiros tipos de HPV (HPV 16 e 18) foram isolados 
directamente de biópsias de cancro do colo do útero e isto iniciou uma rápida expansão 
neste campo. Ao fim de quatro anos, os detalhes experimentais básicos que explicavam o 
papel do HPV no cancro do colo do útero foram descritos: foi mostrada a expressão de 
genes virais específicos em linhas celulares de cancro do colo do útero e em biópsias, a 
abertura do anel viral para a integração e a capacidade de imortalização do DNA viral [4]. 
Vários estudos epidemiológicos têm demonstrado que os HPVs de alto risco são o 
principal factor de risco para cancro do colo do útero, em particular as infecções 
persistentes [4-7]. Em 1996, a Organização Mundial de Saúde reconheceu o HPV como 
uma causa importante para o desenvolvimento de cancro do colo do útero [3], o que teve 
implicações importantes, não só relativamente à etiologia da doença, mas, também, na 
implementação de testes de detecção e tipificação do HPV, como adjuvantes no rastreio 
deste tipo de cancro. 
Já foram identificados cerca de 40 tipos distintos de HPV, que são transmitidos por 
via sexual e que podem infectar o colo do útero, vagina, vulva, pénis e ânus [1,8,9]. Destes, 
há 4 tipos que se encontram mais comummente associados ao desenvolvimento de cancro 
do colo do útero. Nos EUA e na Europa cerca de metade dos casos está associada com 
HPV 16. Os tipos 18, 31 e 45 contribuem para 25-30% dos casos [3,10-12]. 
A infecção por HPV é muito comum em mulheres jovens sexualmente activas, 
apresentando uma prevalência de 20-46% [4]. A transmissão sexual contribui para este 
facto, ocorrendo por contacto cutâneo, embora a transmissão não sexual via fómites 
também possa ocorrer [3]. Estão estabelecidos alguns factores de risco que favorecem esta 
infecção, nomeadamente factores relacionados com a actividade sexual, nomeadamente a 
idade precoce da primeira relação sexual. O risco de infecção é maior quando a mulher, ou 
o parceiro, tem ou teve, parceiros sexuais múltiplos. O uso de hormonas esteróides e a 
paridade também influenciam o desenvolvimento deste tipo de neoplasia, bem como o 
consumo de tabaco, por diminuir a resposta imunitária e ter actividade mutagénica 
[3,8,13].  
 A imunossupressão está associada com a persistência do DNA viral e a progressão 
das lesões. Muitas das infecções são subclínicas, podendo, inicialmente, resultar em lesões 
de baixo grau. Os mecanismos pelos quais o sistema imunitário elimina a infecção por 
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HPV ainda não estão completamente esclarecidos. Sabe-se, no entanto, que há infecções 
que não são totalmente eliminadas pelo sistema imunitário, podendo persistir por períodos 
longos [7,8]. Para além das imunodeficiências, também a presença de outras infecções 
sexuais favorece a infecção por HPV. Tem sido sugerido que outros vírus sexualmente 
transmitidos, como o herpes simplex e o citomegalovírus, podem actuar como co-factores 
no desenvolvimento de cancro do colo do útero. As infecções com múltiplos tipos de HPV 
tendem a aumentar a gravidade da doença.  Por fim, também o património genético do 
indivíduo parece ter influência [3,7,8]. 
 
1.2 O VÍRUS DO PAPILOMA HUMANO (HPV) 
 
Os HPV pertencem à família dos Papovaviridae, constituindo um grupo 
heterogéneo de vírus. São pequenos vírus, de aproximadamente 55nm de diâmetro, cujo 
material genético é uma molécula de DNA circular de cadeia dupla. Apresentam replicação 
nuclear e são encapsulados por uma cápside proteica, de simetria icosaédrica, sem 
invólucro lipídico (Fig. 3) [3,7,14]. 
 
 
 
 
Figura 3: Imagem tridimensional do HPV. (Adaptado de: http://www.prn.org /html/authorized/3dvirusmodels 
/hpvlow.php) 
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1.2.1 Organização do genoma viral 
 
O genoma tem aproximadamente 8000 pares de bases (pb) [14] e é constituído por 
8 fases abertas de leitura (ORF), que correspondem às sequências delimitadas entre um 
codão de iniciação e um codão stop (Fig. 4). A sua expressão está intimamente dependente 
do programa de diferenciação da célula hospedeira, de modo que, a nível funcional, o 
genoma se divide numa região precoce e numa região tardia, de acordo com o momento 
em que os genes respectivos são transcritos, durante o ciclo viral.  
 
 
Figura 4: Representação do genoma do HPV, mostrando os genes precoces (E1, E2, E4, E5, E6 e E7), os 
genes tardios (L1 e L2) e a região regulatória (URR) [15]. 
 
Os genes precoces (E1, E2, E4, E5, E6 e E7) são expressos nas células das camadas 
inferiores do epitélio do colo do útero e codificam as proteínas necessárias para a 
replicação e transcrição do genoma viral. Os genes tardios (L1 e L2) codificam proteínas 
estruturais, com capacidade para se auto-agregarem, de modo a formar a cápside do vírus 
[3,4,7,10,15,16].  
A montante das ORFs, existe uma região regulatória (geralmente designada por 
LCR ou URR), não codificante, de aproximadamente 1000 pb. Esta região contém as 
sequências que regulam a expressão dos genes virais, nomeadamente o promotor, contendo 
locais de ligação para DNA e RNA polimerases e outros factores que potenciam ou 
reprimem a expressão dos genes virais [3,4,7,10,15,16]. 
A cápside é constituída maioritariamente pela proteína viral L1, que contribui com 
cerca de 80-90% do conteúdo proteico, e, em menor proporção, pela L2. A sequência de 
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aminoácidos da proteína L1 é altamente conservada entre todos os tipos de HPV. A 
cápside é constituída por 72 capsómeros, cada um composto por 5 subunidades da proteína 
L1. Supõe-se que a L2 tem a função de atrair o DNA viral para o interior da cápside 
(encapsulamento do genoma), durante a formação de novas partículas virais. As proteínas 
da cápside dão origem a determinantes antigénicos específicos para cada tipo de vírus, que 
dependem da conformação tridimensional das proteínas na cápside, e não apenas de cada 
uma das proteínas isoladamente [3,4,7,13,15]. 
 
1.2.2 Classificação 
 
Os diferentes tipos de vírus são designados por um número de acordo com a sua 
ordem de descoberta. Um novo tipo de vírus deve ter menos de 90% de homologia na 
sequência codificante do gene L1, com qualquer um dos tipos de HPV conhecidos. Os 
subtipos têm 90% a 98% de homologia e as variantes menos de 2% de variações [3,17]. 
Todos os HPV apresentam tropismo acentuado para tecidos epiteliais escamosos da 
pele ou das membranas mucosas. Assim, são classificados em:  
• Cutâneos, quando infectam o epitélio da pele (ex: 1, 2, 4, 5, 8, 10); 
• Mucosatrópicos, quando infectam o epitélio das mucosas da orofaringe e do tracto 
anogenital (ex: 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 42, 43, 44, 58). 
 
Até à data, já foram identificados mais de cem tipos de HPV. Destes, mais de 40 
infectam as mucosas genitais [1,8,9,18]. 
Estes vírus são também divididos consoante o seu potencial oncogénico, sendo 
classificados como de alto risco, quando estão associados ao desenvolvimento de lesões de 
alto grau ou de carcinomas; e de baixo risco, quando provocam lesões que não progridem 
até à malignidade. Os vírus mucosatrópicos de baixo risco (por exemplo, HPV 6 e 11) 
causam verrugas genitais benignas ou condiloma acuminata e podem, ainda, estar 
associados a lesões de baixo grau. Por outro lado, os vírus mucosatrópicos de alto risco 
(por exemplo, HPV 16 e 18) estão intimamente associados ao desenvolvimento de lesões 
intraepiteliais, desde lesões de baixo grau a carcinoma invasivo [3].  
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1.2.3 As proteínas não oncogénicas: E1, E2 e E4 
 
 Entre as proteínas virais precoces estão os factores de replicação E1 e E2. Estas 
proteínas formam um complexo que se liga a sequências na origem de replicação do vírus 
e recrutam polimerases celulares e proteínas acessórias necessárias à replicação. 
As ORFs mais conservadas são as que codificam a E1. A E1 tem aproximadamente 
68kDa e é expressa em baixos níveis em células infectadas por HPV. Esta proteína exibe 
actividade ATPase e helicase. Reconhece sequências ricas em AT na origem da replicação 
do HPV, que estão próximas dos locais de iniciação da transcrição precoce. O local de 
ligação de E2 é adjacente à sequência de reconhecimento de E1 e a ligação da E1 é 
favorecida pela formação de um complexo com a proteína E2 [7].  
  A E2 é necessária tanto para a replicação do DNA viral, como para a regulação da 
transcrição. Durante a infecção, a transcrição dos genes precoces é activada inicialmente 
por factores de transcrição celulares que se ligam à LCR. Em baixas concentrações, a E2 
continua a activar a expressão destes genes, enquanto que, em altas concentrações, a vai 
reprimir, ao interferir com a ligação de factores de transcrição aos seus locais de 
reconhecimento. Esta regulação da expressão viral contribui para o controlo do número de 
cópias em células indiferenciadas [7]. 
A função da proteína E4 ainda não está completamente esclarecida. No entanto, 
parece estar envolvida na regulação de funções virais tardias, como a maturação e 
libertação de partículas de HPV [7]. 
 
1.2.4 As oncoproteínas virais: E5, E6 e E7 
 
O vírus possui três genes que codificam proteínas com actividade oncogénica: E5, 
E6 e E7.  
A E5 parece ser importante na fase inicial da infecção. Estimula a proliferação 
celular, ao formar um complexo com três receptores: EGFR, PDGFR e o CSF-1R [4,16].  
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Recentemente, foi demonstrado que a E5 impede a apoptose após lesão do DNA. 
No entanto, à medida que as lesões associadas a infecção por HPV progridem até cancro, o 
DNA viral integra-se no DNA da célula hospedeira, e uma parte substancial do genoma 
viral sofre delecção, incluindo a sequência codificadora da E5. Assim, a E5 não será 
necessária para os eventos tardios da carcinogénese mediada por HPV [4]. 
O E6 codifica uma proteína de 150 aminoácidos [7]. A actividade da E6 está 
dependente da ligação à p53 do hospedeiro. Estudos de imunofluorescência demonstraram 
que as proteínas p53 e E6 se co-localizam no citoplasma, o que sugere que funcionam 
como um complexo. A E6 de HPVs de alto risco liga-se à p53 e leva à sua degradação 
rápida. Como consequência, as actividades normais da p53, como a indução de paragem do 
ciclo celular em G1, apoptose e reparação do DNA, não são realizadas (Fig. 5) [7].  
  A degradação da p53 é mediada por uma ubiquitina ligase. A E6 do vírus liga-se à 
p53 num complexo ternário com a ubiquitina ligase, E6AP [7,16]. A formação deste 
complexo resulta na ubiquitinação da p53 e consequente degradação pelo proteossoma. 
Assim, nas células infectadas, as actividades pró-apoptóticas da p53 são superadas e o 
ciclo celular continua. Uma vez que a p53 regula os pontos de verificação G1/S e G2/M do 
ciclo celular, a sua rápida degradação resulta na perda destes pontos de controlo, podendo 
levar à ocorrência de duplicações cromossómicas e anomalias centrossómicas [3,7]. 
  A imortalização dos queratinócitos humanos requer a acção conjunta das proteínas 
E6 e E7 de alto risco. De facto, embora a expressão da E7 em células epiteliais seja 
suficiente para a transformação, esta é muito mais eficiente quando há co-expressão de E6 
[7,16].  
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Figura 5: Acção das oncoproteínas E6 e E7 e relação com o ciclo celular. A E6 e E7 ligam-se às proteínas 
celulares p53 e pRb respectivamente, alterando as suas funções e as vias de regulação do ciclo celular [3]. 
   
  A E7 encontra-se predominantemente no núcleo e tem aproximadamente 100 
aminoácidos. A acção central da E7 passa pela capacidade de se associar às proteínas do 
retinoblastoma (pRb). Esta família inclui a pRb, a p107 e p130. Estas proteínas são 
expressas de forma diferente ao longo do ciclo celular. Enquanto que a pRb é 
constitutivamente expressa ao longo de todas as fases do ciclo celular, a p107 é sintetizada 
predominantemente na fase S e a p130 na fase G0. Os membros da família Rb são os 
principais reguladores da saída de ciclo celular, que ocorre durante a diferenciação epitelial 
[7]. 
 A pRb alterna entre um estado activo, não fosforilado, e um estado inactivo, 
hiperfosforilado. A forma não fosforilada da pRb forma um complexo com o factor de 
transcrição E2F, impedindo a progressão do ciclo celular para a fase S. Na progressão para 
a fase S, as cinases dependentes de ciclinas (CDKs) fosforilam a pRb, levando à libertação 
do factor de transcrição E2F, o que permite a transcrição de genes envolvidos na síntese de 
DNA e proliferação celular (Fig. 5). A E7 liga-se à forma não fosforilada da pRb e 
interfere com a sua função de regulação do ciclo celular, uma vez que impede a sua ligação 
ao factor de transcrição E2F, permitindo a activação constitutiva dos genes alvo envolvidos 
na progressão do ciclo celular (Fig. 6). A E7 também se associa às ciclinas A e E e aos 
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inibidores de CDKs, p21 e p27, que também estão envolvidos na regulação do ciclo 
celular. O terceiro grupo de proteínas a que as E7 de alto risco se ligam são as desacetilases 
de histonas (HDACs). A ligação directa da pRb ou do complexo com as HDACs leva à 
repressão do promotor induzido pelo factor de transcrição E2F (Fig.6) [7].  
   
 
Figura 6: Acção da pRb e relação com o ciclo celular. O complexo pRb-HDAC reprime a actividade dos 
factores de transcrição ligados ao DNA em G1. Quando a célula passa à fase S, a pRb fica fosforilada e as 
proteínas pRb-HDAC libertam os factores de transcrição. A E7 sequestra a pRb, impedindo-a de se ligar aos 
factores de transcrição [7] . 
 
1.2.5 Ciclo de infecção viral 
 
O ciclo de vida do HPV difere do das outras famílias de vírus: a infecção requer 
que as células epiteliais das camadas epidérmica e mucosa (células da camada basal) ainda 
tenham capacidade para proliferar [4]; portanto, o seu ciclo de vida está ligado ao 
programa de diferenciação das células do hospedeiro, os queratinócitos, com produção de 
partículas virais maduras apenas nas células suprabasais [3]. No epitélio não infectado, as 
células saem do ciclo celular à medida que abandonam a camada basal e isto, geralmente, 
resulta na perda do núcleo nas células suprabasais (Fig. 7) [7]. 
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Figura 7: Representação esquemática do processo infeccioso do HPV no colo do útero, mostrando o epitélio 
escamoso estratificado e a expressão de proteínas virais durante a infecção: após a infecção das células da 
camada basal por HPV, ocorre a produção de proteínas virais não estruturais. Sob a regulação destas 
proteínas, as células em divisão sofrem expansão vertical e a diferenciação epitelial é atrasada. As proteínas 
virais são expressas sequencialmente ao longo da diferenciação e são libertados viriões maduros nas camadas 
superficiais do epitélio [15].   
 
A infecção inicia-se na zona de transformação do epitélio do colo do útero. Julga-se 
que a infecção por HPV se inicia em microfendas do epitélio, que expõem as células da 
camada basal à entrada do vírus [3]. O receptor para a entrada dos vírus nas células ainda é 
desconhecido [7]. Uma vez no núcleo das células basais, o vírus pode permanecer sem se 
multiplicar (infecção latente) ou a qualquer momento iniciar a sua replicação (infecção 
produtiva). Ainda não está esclarecido o modo como o programa de diferenciação da célula 
hospedeira é capaz de activar o ciclo de vida produtivo do HPV [3,7].  
 À medida que as células infectadas por HPV se dividem e os genomas virais são 
divididos pelas células filhas, destacam-se da camada basal, migram pela camada 
granulosa e sofrem diferenciação. Nas células da camada basal, a expressão dos genes 
virais está suprimida, apesar da expressão de genes precoces (como E5, E6 e E7) resultar 
no aumento da proliferação das células infectadas e na sua expansão lateral [3,4] .  
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 Posteriormente, quando as células infectadas atingem as camadas intermédias do 
epitélio, deixam de se dividir e começam a diferenciar-se progressivamente, enquanto que 
a transcrição e replicação viral tendem a aumentar. Após a entrada nas camadas 
suprabasais, é iniciada a expressão de genes virais tardios, o genoma viral é replicado e 
formam-se estruturas proteicas. Nas camadas superiores da mucosa, são libertadas 
partículas virais completas (Fig. 7) [3,4]. 
Como o genoma de HPV só codifica 8 a 10 proteínas, o HPV tem que utilizar 
factores da célula hospedeira para regular a transcrição viral e replicação [3]. A replicação 
começa com a ligação de factores de transcrição do hospedeiro à LCR do genoma do HPV 
e com a transcrição dos genes virais E6 e E7. As respectivas proteínas desregulam o ciclo 
celular da célula hospedeira, ao subverterem as vias reguladoras da proliferação celular e 
ao modificarem o ambiente celular, de forma a facilitar a replicação viral na célula [3]. 
Assim, à medida que as células infectadas abandonam a camada basal, elas permanecem 
em ciclo celular devido à acção da E7. Estas células, que reentram na fase S, são altamente 
diferenciadas e activam a expressão de factores de replicação celular necessários para a 
replicação viral. A presença de E7 leva a uma retenção do núcleo em todas as camadas do 
epitélio infectado (imortalização celular) [7]. A seguir, a E5 induz a resposta celular a 
factores de crescimento, o que resulta na proliferação contínua e diferenciação tardia das 
células hospedeiras [3]. As proteínas E1 e E2 são sintetizadas a seguir. A E2 bloqueia a 
transcrição dos genes E6 e E7 e permite que a E1 se ligue à origem de replicação viral 
localizada na LCR. Após esta ligação, inicia-se a replicação do genoma viral, como 
elementos extracromossómicos, na fase S do ciclo celular. Após a activação do promotor 
tardio, a L1 e L2 formam as cápsides icosaédricas [3]. A E4 parece estar envolvida na 
libertação das partículas de vírus [3].  
Quando ocorre integração do DNA viral no genoma do hospedeiro, a ORF de E2 
sofre delecções e deixa de ser expressa. Assim, sem a regulação exercida pela E2, aumenta 
a transcrição de E6 e de E7 [3]. 
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1.3 FACTORES QUE AFECTAM A SUSCEPTIBILIDADE PARA O 
DESENVOLVIMENTO DE CANCRO DO COLO DO ÚTERO 
 
O cancro do colo do útero é um exemplo bem estudado de como uma infecção viral 
pode levar à transformação neoplásica. A progressão até carcinoma demora um período de 
10 a 20 anos, mas algumas lesões desenvolvem-se mais rapidamente [3]. Na figura 8 são 
apresentados alguns factores que condicionam esta evolução. 
 
 
 
 
Figura 8: Factores virais e do hospedeiro que interferem com a progressão da infecção por HPV para lesões 
malignas do colo do útero. Os factores hormonais activam o promotor do HPV e facilitam a imortalização 
das células infectadas por HPV. Os agentes mutagénicos, ao modificarem cascatas de sinalização celular, 
contribuem para a persistência do DNA viral e expressão de oncogenes virais. O aumento da expressão de E6 
e E7 leva a instabilidade genómica, que favorece a progressão das lesões do colo do útero [4]. 
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 A infecção por HPV de alto risco é necessária, mas não é suficiente para o 
desenvolvimento de cancro do colo do útero [3]. A maioria das infecções por HPV são de 
curta duração e a prevalência da infecção por HPV de alto risco decresce até 3-7% em 
mulheres com mais de 30 anos. Ou seja, a maioria das infecções por HPV (mais de 80%) 
são transitórias, sendo eliminadas pelo sistema imunitário em poucos meses e sem 
qualquer lesão residual detectável. Contudo, cerca de 20% persistem, promovendo o 
desenvolvimento de neoplasias intraepiteliais de baixo grau [13]. Mas, mais uma vez, em 
muitos destes casos, o sistema imunitário é capaz de eliminar o vírus, ocorrendo, assim, a 
regressão das lesões. As infecções por HPV de alto risco resultam na progressão até cancro 
do colo do útero somente numa percentagem pequena de mulheres infectadas, após um 
período longo da latência. A imunossupressão persistente representa um factor de risco 
para a persistência do DNA viral e para a progressão das lesões, mas estão descritos outros 
factores do hospedeiro e factores virais, que podem determinar a persistência da infecção 
por HPV [4].  
De entre os factores virais, o tipo de HPV presente parece ser importante. O estudo 
das neoplasias intraepiteliais do colo do útero (CIN) tem demonstrado que os HPVs de 
baixo risco estão associados a lesões benignas, CIN I e CIN II. Por outro lado, os HPVs de 
alto risco, sobretudo o HPV 16, estão predominantemente associados a CIN III e 
carcinomas invasivos [17,18]. A diferença no potencial oncogénico entre os HPVs de 
baixo e alto risco está relacionada com diferenças nas propriedades das proteínas 
oncogénicas E6 e E7, nomeadamente a diferente afinidade para as proteínas p53 e pRb, 
respectivamente [7]. A frequência de integração do genoma viral no genoma da célula 
hospedeira correlaciona-se com o grau da lesão, sendo raro em condilomas e lesões de 
baixo grau e comum em lesões de alto grau [4]. Também a carga viral está relacionada 
com a progressão das neoplasias intraepiteliais do colo do útero. Em mulheres infectadas 
por um determinado tipo de HPV, verificou-se que as portadoras de maior carga viral 
tendem a apresentar lesões associadas [13]. Além do tipo de HPV presente, também as 
variantes parecem ter influência no potencial oncogénico dos vírus, uma vez que as 
variantes apresentam propriedades biológicas e bioquímicas distintas.  
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1.3.1 Variantes de HPV 16 
 
Estudos epidemiológicos têm evidenciado uma forte associação entre a infecção por 
HPV 16 e o risco de desenvolver carcinoma invasivo do colo uterino [14], tendo-se 
verificado a presença de HPV 16 em mais de 50% das amostras de carcinoma invasivo 
[19-22]. Contudo, o HPV 16 é também o tipo de HPV mais comum na população geral 
[11] e, no entanto, só uma minoria de mulheres infectadas com HPV 16 desenvolvem 
carcinoma. Segundo alguns autores, este facto deve-se à existência de variações genéticas 
no genoma do HPV 16, designadamente no gene E6, que conferem alterações no 
comportamento biológico do vírus (nomeadamente em termos de degradação da p53) 
[21,23-25]. O estudo das variações genéticas do HPV 16 levou à identificação de variantes 
distintas com sequências de DNA definidas. 
Partindo da hipótese de que o genoma varia com maior frequência nas regiões não-
codificadoras do que nas regiões codificadoras, os estudos iniciais para a detecção e 
descrição das variantes de HPV 16 basearam-se na análise da sequência de nucleótidos da 
LCR [22]. Ho e colaboradores [26], através da análise de amostras recolhidas na Europa, 
Ásia, África, e América, identificaram cinco ramos filogeneticamente distintos, tendo-os 
designado por: E (Europeu), As (Asiático), AA (Ásio-americano), Af1 (Africano-1), e Af2 
(Africano-2). A análise das variações nos genes L1, L2 e E6 complementou esta 
classificação de variantes de HPV 16 [23]. Posteriormente, através do alinhamento das 
sequências de nucleótidos, foi possível a elaboração de uma árvore filogenética. Com base 
na análise das variações nucleotídicas ocorridas nos genes LCR, L1, L2, E6 e no estudo 
filogenético das variantes de HPV 16, verificou-se que, através da análise do gene E6 é 
possível identificar, para além de todas as linhagens de variantes detectadas pela análise da 
LCR, as variantes G131 (incluída na classe E) e G138 (incluída na classe AA) [27]. O gene 
E6 apresenta, então, maior informação filogenética do que a sequência LCR, já que 
apresenta marcadores nucleotídicos que permitem identificar variantes não identificáveis 
pela análise desta região. 
As variantes de HPV 16 são detectadas na população mundial com prevalências 
específicas distintas, consoante a geografia (Fig. 9) [24,27]: na Europa e América do Norte 
predominam as variantes da classe E; em África, as variantes das classes Af1 e Af2; no 
Sudoeste Asiático, as variantes E-350T e As; e na América do Sul e Central, as variantes 
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das classes E e AA. Curiosamente, a variante AA surge na América do Sul e Central e 
Espanha. A distribuição geográfica dos tipos de HPVs e das variantes poderá ser 
influenciada por inúmeros factores, incluindo o efeito fundador, co-evolução dos HPVs, 
migração humana e transmissibilidade viral [27]. 
 
 
Figura 9: Distribuição das variantes de HPV-16 a nível mundial [27].  
 
Foram realizados vários estudos em que se tentou investigar o significado clínico 
das variantes de HPV 16 [21,24,28-40]. Xi e colaboradores [41] verificaram que mulheres 
com variantes de HPV 16 distintas do protótipo têm uma probabilidade cerca de 6,5 vezes 
maior de desenvolver CIN II-CIN III do que mulheres com variantes semelhantes ao 
protótipo. Noutro estudo, Londesborough e colaboradores [42] observaram que apenas 1 
em 16 mulheres infectadas com HPV 16 protótipo desenvolveu CIN ou carcinomas 
invasivos. Em contraste, 10 de 12 mulheres infectadas com variantes de HPV 16 
apresentaram infecções persistentes, associadas ao desenvolvimento de CIN ou carcinomas 
invasivos. Zehbe e colaboradores [43] verificaram, também, que variações na sequência do 
gene E6 do HPV 16 se traduziam num risco mais elevado de progressão para CIN III, uma 
vez que 15/16 casos de carcinoma invasivo continham variantes da E6, em contraste com 
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casos de CIN III, onde apenas 11/25 apresentavam variantes da E6. Villa e colaboradores 
[44] agruparam as variantes em europeias e não europeias e verificaram que as últimas têm 
uma tendência geral para causar infecções persistentes, associando-se a lesões pré-
invasivas. Contudo, outros estudos sugerem que as variantes de HPV 16 não são um factor 
de risco acrescido quando comparadas com o HPV 16 protótipo [22,37,44]. 
Entre as alterações nucleotídicas, a mais comum e mais extensivamente investigada 
diz respeito ao nucleótido 350 do gene E6 do HPV 16, em que ocorre a substituição de um 
T por um G, levando à troca de uma leucina por uma valina no codão 83. Londesborough e 
colaboradores [42] verificaram, na população inglesa, que a variante HPV 16 350G estava 
predominantemente associada a persistência e subsequente risco de lesões pré-malignas. 
Contudo, noutros estudos estas variantes não parecem manifestar-se como um factor de 
alto risco [45]. Deste modo, a oncogenicidade da variante de HPV 16 350G/T parece, 
efectivamente, estar associada a variações genéticas das populações. Duin e colaboradores 
[45] sugeriram que a infecção pelas variantes 350T do HPV 16 em mulheres com o 
polimorfismo p53 Arg/Arg, confeririam maior risco para desenvolver cancro do colo do 
útero. 
É muito provável que as variações ocorridas no genoma do HPV 16 sejam 
determinantes para o seu comportamento biológico. Contudo, até à data, a associação entre 
variantes específicas de HPV 16 e o risco de desenvolver neoplasias intraepiteliais de alto 
grau e/ou carcinoma invasivo é controversa. O significado clínico e virológico das 
variantes analisadas permanece desconhecido, sendo consensual que são necessários novos 
estudos para compreender o significado biológico de cada uma das variações ocorridas no 
genoma do HPV 16.  
 
1.3.2 Polimorfismo Arg/Pro da p53 
 
Como já foi referido, a p53 actua como supressor tumoral, indutor de apoptose, e 
ainda como proteína capaz de parar o ciclo celular. Assim, a p53 desempenha um papel 
crítico nos mecanismos de regulação do ciclo celular e controlo da proliferação celular. A 
sua inactivação é considerada um evento chave na carcinogénese.  
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O gene p53 está localizado no cromossoma 17p e é composto por 11 exões, que 
codificam 393 aminoácidos. É um gene altamente conservado nos vertebrados. O p53 
apresenta uma variante polimórfica no codão 72, em que ocorre uma troca de uma G para 
uma C, o que resulta na substituição de um aminoácido arginina por uma prolina [46]. 
Storey e colaboradores [47] observaram que indivíduos homozigóticos para arginina no 
codão 72 da p53 apresentavam uma susceptibilidade 7 vezes maior para o desenvolvimento 
de cancro de colo do útero, relativamente a indivíduos que tinham pelo menos um resíduo 
de prolina nessa posição. Estudos complementares sugeriram que a oncoproteína E6 tinha 
maior afinidade para a forma p53 com arginina, do que para a forma com prolina [46]. 
Assim, foi sugerido que este poderia ser um factor de risco do hospedeiro para a 
persistência de infecção por HPV e progressão para carcinoma do colo uterino [48]. Desde 
essa data, vários investigadores têm publicado estudos em que tentaram confirmar esta 
associação noutras populações. No entanto, esta associação permanece controversa, não 
tendo sido confirmada na generalidade dos estudos [46,48-55]. 
Por outro lado, julga-se que a distribuição de diferentes polimorfismos está 
relacionada com as regiões geográficas. É interessante constatar a possibilidade de 
existirem diferenças nas populações que possam conduzir a diferentes resultados. Por 
exemplo, um estudo efectuado em vários grupos étnicos, na Índia, revelou um aumento da 
frequência do alelo Arg/Arg, num grupo étnico que se encontrava isolado geograficamente 
[56].  
No que respeita à população portuguesa, foi efectuado um estudo na região Norte 
relativamente a este polimorfismo. Santos e colaboradores [57-59] concluíram que não 
existia associação entre este polimorfismo do p53 e o aumento da incidência de cancro do 
colo do útero. 
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2. OBJECTIVOS 
 
 
O objectivo geral deste trabalho consistiu no estudo de factores genéticos do 
hospedeiro e do vírus do papiloma humano, que possam conferir susceptibilidade ou 
resistência à oncogénese mediada por este vírus. Neste sentido fomos: 
 
• Analisar a frequência do polimorfismo no codão 72 do p53 em mulheres sem 
patologia e mulheres com diferentes lesões do colo do útero, de modo a 
verificarmos a existência de associação entre a frequência desse polimorfismo e a 
susceptibilidade para o desenvolvimento de carcinoma do colo do útero. 
• Caracterizar o espectro de variantes de HPV 16, por análise do gene E6, e 
investigar a associação entre variantes específicas de HPV 16 e o risco de 
desenvolver carcinoma invasivo. 
• Investigar se o polimorfismo no codão 72 do p53 e as variantes de HPV 16, 
poderão actuar como co-factores de susceptibilidade para o desenvolvimento de 
cancro do colo uterino. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
3.1 SUJEITOS 
 
Neste trabalho foram utilizadas amostras de indivíduos do sexo feminino, obtidas a 
partir de citologias armazenadas em meio liquido, provenientes do programa de rastreio de 
cancro do colo do útero do Instituto Português de Oncologia de Coimbra de Francisco 
Gentil, E.P.E., e a partir de tecidos fixados em formol e incluídos em parafina, 
diagnosticados e arquivados no Serviço de Anatomia Patológica do mesmo hospital. 
As amostras foram agrupadas em: 
• Indivíduos de controlo, que incluiu citologias normais de mulheres sem qualquer 
história de lesão do colo do útero. 
• Indivíduos com diferentes lesões do colo do útero, classificadas segundo o sistema 
de Bethesda [3]: células escamosas atípicas de significado indeterminado 
(ASCUS), lesões intra-epiteliais escamosas de baixo grau (LBG), lesões intra-
epiteliais escamosas de alto grau (LAG) e carcinomas invasivos. 
 
3.2 EXTRACÇÃO DE DNA 
3.2.1 Colheita de material biológico  
 
• a partir de citologias  
As citologias de colo uterino, previamente colhidas e armazenadas em meio líquido 
PreservCyt (Cytyc Corporation, Boxborough, MA, USA), foram centrifugadas a 4500 rpm 
durante 10 minutos. De seguida, removeu-se o sobrenadante e o “pellet” de células foi 
sujeito a digestão enzimática.  
 
• a partir de blocos de parafina 
Para cada caso, com o auxílio de um micrótomo, foram cortadas 25mg de tecido (5 
µm de espessura) de carcinoma invasivo do colo uterino fixado em formol e incluído em 
parafina. Para eliminação da parafina das amostras, adicionou-se 1ml de xilol a cada 
amostra e deixou-se incubar à temperatura ambiente durante 30 minutos. De seguida, 
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procedeu-se à sedimentação do tecido, por centrifugação a 4000 rpm durante 3 minutos e, 
subsequentemente, à decantação do sobrenadante. Este processo foi repetido, até à 
eliminação total da parafina presente no tecido. 
Após o processo de desparafinação, os resíduos de xilol foram diluídos por adição 
de 1ml de etanol absoluto e agitação dos tubos, por inversão, durante 10 minutos. De 
seguida, sedimentou-se o tecido por centrifugação, a 4000 rpm, durante 1 minuto, e 
repetiu-se o processo de modo a diluir o xilol ainda presente. 
Por fim, lavou-se o tecido com acetona a 100%, durante 5 minutos, e sedimentou-se 
o tecido por centrifugação a 4000 rpm, durante 2 minutos. Decantou-se o sobrenadante e 
deixou-se evaporar os resíduos de acetona, durante 30 minutos à temperatura ambiente. 
 
3.2.2 Digestão celular  
 
A cada uma das amostras foram adicionados 500µl de tampão de digestão (0.3M 
NaCl, 10mM EDTA, 10mM Tris pH=7.5), contendo 0.5% SDS e 0.5µg/µl de proteinase K. 
Agitou-se e deixou-se incubar durante a noite a 56ºC. 
 
3.2.3 Extracção de DNA usando fenol/clorofórmio  
 
Após digestão completa do tecido, as amostras foram arrefecidas. De seguida, 
adicionou-se 1 volume de fenol:clorofórmio (1:1) e agitaram-se, por inversão, os tubos, até 
à formação de uma emulsão branca. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas 
durante 15 minutos a 4000 rpm, até à formação de duas fases: a orgânica (fase inferior, que 
contém fenol e clorofórmio) e a aquosa (parte superior, que contém ácidos nucleicos). A 
fase aquosa foi retirada para um novo tubo. A este adicionou-se 1 volume de clorofórmio, 
invertendo-se novamente os tubos. Por fim, centrifugaram-se os tubos durante 15 minutos 
e recolheu-se, mais uma vez, a fase aquosa para um novo tubo. 
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3.2.4 Precipitação de DNA 
 
A cada uma das amostras obtidas no passo anterior foi adicionado 1/10 de volume 
de acetato de sódio (3M, pH 5.2) e duas vezes o volume de etanol absoluto. Deixou-se 
incubar durante 1 hora a –20ºC, e centrifugou-se a 4000 rpm, a 4ºC, durante 10 minutos. 
Após a sedimentação, removeu-se o sobrenadante (com o máximo de cuidado para não 
remover o “pellet” de DNA) e lavou-se com 3ml de etanol a 70%. Posteriormente, 
ressedimentou-se o precipitado, centrifugando a 4000 rpm, durante 15 minutos. Por fim, 
secou-se o “pellet” à temperatura ambiente, ressuspendeu-se em 500 µl de água destilada e 
armazenou-se a –20ºC. 
 
3.3 DETECÇÃO DE HPV 
 
A tecnologia de “Polymerase Chain Reaction” (PCR) foi realizada frequentemente 
ao longo deste trabalho. As reacções foram realizadas numa câmara de fluxo laminar, de 
forma a evitar a contaminação das amostras. Foi usado um controlo negativo, contendo 
todos os reagentes de PCR, excepto DNA, de forma a monitorizar possíveis 
contaminações, e um controlo positivo (DNA da linha celular CaSki, positiva para o HPV 
16), para avaliar a especificidade e sensibilidade da reacção de PCR. Após cada PCR, de 
forma a verificar a eficiência da amplificação e a ausência de produtos inespecíficos, o 
DNA amplificado foi analisado por electroforese horizontal em gel de agarose a 2%, 
previamente corado com o corante GelStar (Lonza, Suiça). O tamanho do fragmento de 
PCR obtido foi posteriormente confirmado por comparação com um padrão de pesos 
moleculares.  
A integridade do DNA de cada uma das amostras foi testada através da 
amplificação de um fragmento de 268 pb de um gene do hospedeiro (beta-globina), usando 
os primers específicos GH20/PCO4 (5’-GAAGAGCCAAGG ACAGGTAC-3’) e PCO4 
(5’-CAACTTCATCCACGTTCACC-3’) [55,60,61]. Cada reacção de amplificação foi 
executada a partir de 50-100 ng de DNA molde, num volume final de 50 µl, contendo por 
1X PCR Buffer (Bioron, Alemanha), 1.5 mM MgCl2, 0.2 µM de cada primer, 200 µM de 
cada desoxinucleótido trifosfato e 2.5 unidades de DNA Taq polimerase (Bioron, 
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Alemanha). O processo de amplificação foi realizado num termociclador Tprofessional 
Basic (Biometra, Alemanha), e consistiu em 1 ciclo de pré-desnaturação a 95º, durante 9 
minutos; seguido de 35 ciclos de desnaturação a 94º durante 1 minuto, emparelhamento a 
57º durante 1 minuto e extensão a 72º durante 1 minuto; e um passo final de extensão a 
72º, durante 5 minutos. 
O DNA de HPV presente em citologias armazenadas em meio liquido foi detectado 
e amplificado por PCR, usando os primers de consenso MY09 (5’-CGTCCMARR 
GGAWACTGATC-3’) e MY11 (5’-CMCAGGGWCATAAYAATGG-3’), que amplificam 
uma região altamente conservada do gene L1, de 449 a 458 pb, dependendo do tipo de 
HPV (Fig. 10) [3,12,62-64]. Cada reacção de amplificação foi executada como 
anteriormente descrito, com 1 ciclo de pré-desnaturação a 95º, durante 4 minutos; seguido 
de 35 ciclos de desnaturação a 95º, durante 30 segundos, emparelhamento a 56º, durante 30 
segundos, e extensão a 72º, durante 45 segundos; e um passo final de extensão a 72º, 
durante 8 minutos. 
 
 
 
Figura 10: Produtos amplificados por PCR, em gel de agarose a 2%, M – marcador de pesos moleculares de 
100 pb. 1,2,4,5,6,7,10 – amostras positivas para HPV, com um amplímero de aproximadamente 450 pb. 
3,8,9,11 – amostras negativas para HPV. 0 - controlo negativo 
 
Nos tecidos de colo uterino fixados em formol e incluídos em parafina, o DNA de 
HPV foi detectado usando os primers gerais de consenso GP5+ (5’-
TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC-3’) e GP6+ (5’-GAAAAATAAACTGTAAAT 
CATATTC-3’), que amplificam uma região de 140 a 150 pb, dependendo do tipo de HPV 
(Fig. 11) [3,12]. A reacção de amplificação foi realizada usando as condições e reagentes 
referidas anteriormente, com 1 ciclo de pré-desnaturação a 95º, durante 9 minutos; seguido 
de 16 ciclos de desnaturação a 94º, durante 1 minuto, emparelhamento a 55º, durante 2 
M    1      2     3      4     5      6     7      8     9     10     11   0 
  450 pb 
 
500pb-- 
400pb-- 
300pb-- 
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minutos e extensão a 72º, durante 1 minuto e meio; e um passo final de extensão a 72º, 
durante 4 minutos. 
 
 
Figura 11: Visualização dos produtos amplificados por PCR em gel de agarose a 2%. M– marcador de pesos 
moleculares de 100 pb. 1- controlo positivo. 2 – controlo negativo. 3, 4 e 6– amostras positivas para HPV, 
com um amplímero de 140 pb. 5– amostra negativa para HPV 
 
3.4 TIPIFICAÇÃO DE HPV 
 
Os HPV presentes em amostras de citologia foram tipificados através de uma 
metodologia recentemente desenvolvida no nosso laboratório, que se baseia na técnica de 
“restriction fragment length polymorphism” (RFLP) e no uso de um algoritmo de 
tipificação [65]. Nesta técnica, o produto de PCR obtido com os primers MY09/11 é 
analisado através de reacções de restrição usando quatro enzimas distintas. Cada reacção 
foi realizada separadamente num volume final de 20 µl, usando 1 µl de produto de PCR, 2 
µl de 10X tampão de restrição, e 10 unidades de cada uma das endonucleases. A reacção 
de restrição decorreu a 37 °C durante a noite. Os produtos da digestão foram separados 
electroforeticamente em gel de poliacrilamida a 10%, na presença dos padrões de pesos 
moleculares de DNA de 25 pb e 50 pb (Invitrogen, USA). O gel foi, de seguida, corado 
com o corante Gelstar (Lonza, Suiça), durante 15 minutos, e as bandas foram visualizadas 
usando um transiluminador de UV. Na figura 12 pode visualizar-se o padrão de restrição 
obtido para uma amostra de citologia positiva para o HPV 16.  
 
 
 
 M       1       2       3      4        5      6      
140 pb 
 
 
200pb 
100pb 
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Figura 12: Padrões de restrição do amplímero MY09/11, correspondente ao HPV 16 (gel de poliacrilamida a 
10%). M1 – Padrão de pesos molecluares de 50 pb. P- Amplímero não digerido (controlo). 1 - digestão pela 
enzima 1,  com visualização de fragmentos de 216 pb e de 210 pb. 2 -  digestão pela enzima 2, com 
visualização de um fragmento de 449 pb. 3 - digestão pela enzima 3, com visualização de um fragmento de 
452 pb. 4 - digestão pela enzima 4, com visualização de fragmentos de 310 pb, 72 pb e 70 pb . M2 – Padrão 
de pesos moleculares de 25 pb. 
  
No que respeita às amostras de tecidos incluídos em parafina, os HPV foram 
tipificados por sequenciação de DNA. Os produtos da PCR foram purificados usando o 
“PCR clean-up Gel extraction kit” (NucleoSpin® Extract II, Macherey-Nagel, Alemanha). 
A sequenciação automática de DNA foi realizada pela MWG DNA Biotech Company 
(Alemanha). As sequências obtidas foram comparadas com todas as sequências disponíveis 
no GenBank, através do servidor BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). O tipo 
de HPV presente na amostra foi atribuído sempre que a homologia das sequências era 
superior a 98%.  
 
 
3.5 CARACTERIZAÇÃO DAS VARIANTES DE HPV 16 
 
A caracterização das variantes do HPV 16 é geralmente feita através da análise do 
gene E6. A classificação das diferentes classes de variantes, baseia-se na análise de um 
conjunto de variações nucleotídicas do gene E6, descritas na Tabela 1 [66]: 
 
 
       M1       P      1        2       3       4      M2   
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Tabela 1: Nucleótidos do gene E6 para cada uma das variantes.  
 
1 
0 
9 
1 
3 
1 
1 
3 
2 
1 
4 
3 
1 
4 
5 
1 
7 
8 
1 
8 
3 
2 
5 
6 
2 
6 
7 
2 
6 
9 
2 
8 
6 
2 
8 
9 
3 
3 
5 
3 
5 
0 
4 
0 
3 
5 
3 
2 
 
Variante 
                  
T A G C G T T C G G T A C T A A  Protótipo 
- - - - - - - - - - - - - - - -  E(P) 
C - - - - - - - - - - - - - - -  E(P) 
- - - - - - - - A A - - - G - -  E(P) 
- - - - - - - T - - - - - G - -  E(P) 
C - - - - - - - - - - - - G - -  E(P) 
- - - - - G - - - - - - - - - -  As 
- G - - - - - - - - - - - G - -  E(G131) 
- - C G T - - - - - A G T - - -  Af1 
C - T G T - - - - - A G T - G -  Af2 
- - - T - - - - - - A G T G - -  NA1 
- - - T - - - - - - A G T G - G  AA 
- - - - T - G - - - A G T G - G  AA(G183) 
 
A classe e subclasse das variantes são indicadas à direita. Para cada uma das sequências examinadas, as 
posições que não variam relativamente à sequência protótipo de HPV 16 são marcadas por um travessão [27]. 
 
A caracterização das classes de variantes de HPV 16 foi feita por amplificação e 
sequenciação de uma região específica do gene E6 do HPV 16. Esta região caracteriza-se 
por apresentar variabilidade genética em 4 nucleótidos distintos: 286, 289, 335, 350 
(Tabela 2), o que nos permitiu a distinção das quatro classes/subclasses de variantes do 
HPV 16.  
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Tabela 2: Variações nucleotídicas do gene E6 de HPV 16 específicas para cada classe e subclasse de 
variantes. 
28
6 
28
9 
33
5 
35
0  
Variante 
T A C T 
Europeia (Prototipo) - - - - 
Europeia (T350G) - - - G 
Africana (Af1 e Af2) A G T - 
Norte America /AsioAmericana A G T G 
 
 
Para cada caso em estudo, procedeu-se à amplificação usando os primers HPV16 
E6 F 5´-TTAGAATGTGTGTACTG-3´ e HPV16E6 R 5`-AACGGTTTGTTGTATTG-3´, 
que amplificam a região compreendida entre os nucleótidos 185 e 390 (Fig. 13). A reacção 
de amplificação foi realizada usando as condições descritas anteriormente, com 1 ciclo de 
pré-desnaturação a 95º, durante 3 minutos; seguido de 40 ciclos de desnaturação a 95º, 
durante 1 minuto, emparelhamento a 46º, durante 1 minuto, e extensão a 72º, durante 1 
minuto; e um passo final de extensão a 72º, durante 5 minutos. 
 
 
 
 
Figura 13: Produtos de PCR em gel de agarose a 2%. M – marcador de pesos moleculares pUC19 (Bioron, 
Alemanha). 1, 2, 3 – produtos de amplificação. 
 
 Depois de purificadas, as amostras foram sequenciadas tal como o descrito 
anteriormente. As sequências obtidas foram comparadas com todas as sequências 
disponíveis no GenBank. 
 
      M                   1                   2                3 
206 pb 
 
242pb 
190pb 
147pb 
110pb 
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3.6 ANÁLISE DO POLIMORFISMO ARG/PRO DA P53 
 
Para análise do polimorfismo Arg/Pro do codão 72 da p53, foi amplificado o exão 4 
utilizando os primers descritos por Storey e colaboradores [47] (F: 5’- 
TCCCCCTTGCCGTCCCAA -3’, R: 3’- CGTGCAAGTCACAGACTT -5’), que 
delimitam a região compreendida entre os nucleótidos 12021 e 12299 do p53, originando 
um fragmento de 278 pb (Fig. 14). A reacção de amplificação foi realizada usando as 
condições e reagentes anteriormente descritos, com 1 ciclo de pré-desnaturação a 95º, 
durante 3 minutos; seguido de 40 ciclos de desnaturação a 94º, durante 30 segundos, 
emparelhamento a 63º, durante 30 segundos e extensão a 72º, durante 45 segundos; e um 
passo final de extensão a 72º, durante 5 minutos. 
 
 
Figura 14: Visualização dos produtos amplificados por PCR, em gel de agarose a 2%. Fragmento de 278 pb, 
correspondente ao amplímero. M – marcador de pesos moleculares pUC19 (Bioron, Alemanha).  
.  
 
O DNA amplificado por PCR foi, de seguida, sujeito a uma reacção de restrição 
com a enzima Bsh1236I (FnuDII) (Fermentas Inc., Canada) [46]. Cada reacção foi 
realizada separadamente num volume final de 20 µl, usando 10 µl de produto de PCR, 2 µl 
de 10X tampão de restrição, e 10 unidades da enzima. A reacção de restrição decorreu a 
37°C durante a noite. Os produtos da digestão foram de seguida separados por 
electroforese em gel de agarose a 3%, previamente corado com o corante GelStar (Lonza, 
Suiça). Os padrões de restrição foram analisados por comparação com o padrão de pesos 
moleculares pUC19 (Bioron, Alemanha). Como se descreve na figura 15, foram 
observados três genótipos distintos: homozigóticos para prolina (Pro/Pro), heterozigóticos 
(Pro/Arg) e homozigóticos para arginina (Arg/Arg).  
 
        M                                            
278 pb 
 
331pb 
 
242pb 
190pb 
147pb 
110pb 
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Figura 15: Análise do polimorfismo do codão 72 do p53 por RFLP em gel de agarose a 3%, exemplificando 
os padrões obtidos. M – marcador de pesos moleculares pUC19 (Bioron, Alemanha); 0 – produto de PCR 
não cortado; 1 – homozigótico Pro/Pro; 2 – heterozigótico Pro/Arg; 3 - homozigótico Arg/Arg. A enzima de 
restrição Bsh1236I reconhece a sequência CGC-G e origina dois fragmentos de DNA quando o alelo Arg está 
presente (160 pb e 119 pb). 
 
3.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA  
 
A análise estatística dos resultados foi efectuada com o auxílio do programa SPSS 
(versão 15.0). O valor de odds ratio (OR) e o seu intervalo de confiança de 95% (95% IC) 
foram calculados como medida da associação entre o polimorfismo do gene p53 e o risco 
de desenvolver lesões malignas do colo do útero. A frequência de cada genótipo foi 
comparada com o esperado para uma população no equilíbrio de Hardy-Weinberg pelo 
teste de χ2. O valor de p foi calculado e considerado estatisticamente significativo quando 
inferior a 0.05. 
 
 
 
 
 
 
       M         0            1             2           3 
278 pb 
160 pb 
119 pb 
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4. RESULTADOS 
4.1 DETECÇÃO E TIPIFICAÇÃO DE HPV 
 
Neste trabalho começámos por detectar a presença de HPV em amostras de tecido 
do colo do útero de 92 mulheres com citologias normais e 99 mulheres com vários graus de 
lesões do colo do útero: 12 mulheres com ASCUS, 27 com LBG, 13 com LAG e 47 com 
carcinoma invasivo (Tabela 3). 
 
Tabela 3: Distribuição dos indivíduos de acordo com as lesões de colo do útero que apresentam e respectiva 
frequência. 
Tipo de lesão do colo do útero n Frequência (%)  
ASCUS 12 12.1 
LBG 27 27.3 
LAG 13 13.1 
Carcinomas Invasivos 47 47.5 
Total 99 100 
 
O grupo de indivíduos de controlo tinha uma média de idades de 46.2 anos, desvio 
padrão de 14.4 e mediana de 46.2 anos. Neste grupo, setenta e duas mulheres (78.3%) 
tinham mais de 35 anos. O grupo de indivíduos com lesões do colo do útero tinha uma 
média de idades de 49.6 anos, desvio padrão de 14.7 e mediana de 48.5 anos.  
Na tipificação verificámos a presença de 18 tipos diferentes de HPV (Tabela 4). O 
HPV 16 foi o mais prevalente, sendo detectado em 19.4% das amostras, seguido do HPV 
33 (3.1%) e do HPV 18 (2.6%) (Fig. 16). No grupo de indivíduos de controlo foram 
detectadas sete (7.6%) infecções simples: 4/92 com HPV 16, 1/92 com HPV 33, 1/92 com 
HPV 53 e 1/92 com HPV 71. No grupo de indivíduos com lesões foram encontradas 
sessenta e duas (62.6%) infecções por HPV. Destas, 7/99 foram infecções múltiplas e 
59/99 infecções simples. Nas amostras de carcinomas invasivos, o HPV 16 foi o mais 
prevalente (59.6%), seguido dos tipos: HPV 18 (8.5%), HPV 33 (6.4%), HPV 35 (6.4%), 
HPV 67 (4.3%) e HPV 53 (2.1%). 
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Tabela 4: Distribuição por diagnóstico dos diferentes tipos de HPV detectados na população em estudo. 
 
HPV 
Normal 
n (%) 
ASCUS 
n (%) 
LBG 
n (%) 
LAG 
n (%) 
Carcinoma 
n (%) 
Total 
n (%) 
HPV 6 - - 1 (3.7%) - - 1 (0.5%) 
HPV 16 4 (4.3%) - 1 (3.7%) 4 (30.8%) 28 (59.6%) 37 (19.4%) 
HPV 18 - - - 1 (7.7%) 4 (8.5%) 5 (2.6%) 
HPV 31 - - 1 (3.7%) 1 (7.7%) - 2 (1%) 
HPV 33 1 (1.1%) - 1 (3.7%) 1 (7.7%) 3 (6.4%) 6 (3.1%) 
HPV 35 - - - - 3 (6.4%) 3 (1.6%) 
HPV 39 - - 1 (3.7%) - - 1 (0.5%) 
HPV 52 - - 1 (3.7%) - - 1 (0.5%) 
HPV 53 1 (1.1%) 3 (25%) - - 1 (2.1%) 4 (2.1%) 
HPV 56 - - 1 (3.7%) - - 1 (0.5%) 
HPV 58 - 1 (8.3%) 1 (3.7%) 1 (7.7%) - 3 (1.6%) 
HPV 59 - - 1 (3.7%) - - 1 (0.5%) 
HPV 61 - 1 (8.3%) - - - 1 (0.5%) 
HPV 66 - 1 (8.3%) - - - 1 (0.5%) 
HPV 67 - - - - 2 (4.3%) 2 (1%) 
HPV 71 1 (1.1%) - - - - 1 (0.5%) 
HPV 81 - - 1 (3.7%) - - 2 (1%) 
HPV 84 - - 3 (11.1%) - - 2 (1%) 
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Figura 16: Tipos de HPV encontrados nas amostras estudadas e respectiva percentagem. 
 
4.2 CARACTERIZAÇÃO DAS VARIANTES DE HPV 16 
 
O estudo das variantes de HPV-16 incluiu trinta e duas (32) mulheres, cuja média 
de idades foi de 50.5 anos, desvio padrão de 13.1 e mediana de 45 anos. Destas, 25 
(78.1%) tinham o diagnóstico de carcinoma; 4 (12.5%) de lesão de alto grau; uma (3.1%) 
de lesão de baixo grau. Uma das amostras de lesão de alto grau apresentava uma infecção 
mista por HPV 16 e HPV 33. Também foi pesquisada a variante presente numa amostra de 
uma mulher que pertencia ao grupo de controlo. 
 A caracterização das variantes foi feita por sequenciação (Fig. 17), tendo sido 
detectadas variantes europeias, africanas e norte-americanas/asio-americanas com base nas 
alterações nucleotídicas anteriormente descritas.  
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Figura 17: Variantes de HPV 16 encontradas. As substituições encontradas na sequência de cada variante de 
HPV 16 estão em destaque, podendo ser comparadas com a sequência do HPV 16 protótipo.  
 
  
 
 A variante africana (Af) apresenta uma alteração nos nucleótidos 286 (T/A), 289 
(A/G) e 335 (C/T) (Tabela 5). A outra variante não europeia, norte-americana ou asio-
americana (NA/AA), apresenta ainda uma alteração do nucleótido 350 (T/G) (Tabela 5). 
 
 
 
 
 
 
 
283 285 287 289 291 293  295 286 350 
 Europeia (P) 
344 (…) 
Europeia (350G) 
Africana 1/2 
NA/AA 
290 292 294  345 346 347 348 349 351 352 353 354 355   288 284 
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Tabela 5: Resumo das alterações de nucleótidos encontradas em cada uma das 32 amostras estudadas. 
28
6 
28
9 
33
5 
35
0 
Diagnóstico 
T A C T 
Variante 
Normal - - - - E 
LBG - - - G E (350G) 
LAG - - - G E (350G) 
LAG - - - - E 
LAG - - - G E (350G) 
LAG - - - - E 
Carcinoma A G T - Af 
Carcinoma A G T - Af 
Carcinoma - - - - E 
Carcinoma A G T - Af 
Carcinoma A G T G NA/AA 
Carcinoma A G T G NA/AA 
Carcinoma - - - G E (350G) 
Carcinoma A G T - Af 
Carcinoma A G T G NA/AA 
Carcinoma - - - - E 
Carcinoma A G T G NA/AA 
Carcinoma - - - - E 
Carcinoma - - - - E 
Carcinoma - - - - E 
Carcinoma A G T G NA/AA 
Carcinoma - - - - E 
Carcinoma - - - - E 
Carcinoma A G T G Af 
Carcinoma - - - - E 
Carcinoma A G T G NA/AA 
Carcinoma - - - G E (350G) 
Carcinoma - - - - E 
Carcinoma - - - - E 
Carcinoma - - - - E 
Carcinoma A G T G NA/AA 
Carcinoma - - - G E (350G) 
 
E: protótipo, E (350G): variante Europeia subclasse G350, Af: variante Africana, 
NA/AA: variante Norte-Americana ou Ásio-Americana. 
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 É de realçar a frequência de variantes não europeias obtida neste estudo (37.5%), e 
em especial das variantes africanas, presentes em 15.6% das amostras (Tabela 6). Todas as 
variantes não europeias estavam presentes em amostras de carcinoma, enquanto que as 
amostras de outras lesões, embora em número reduzido, apenas apresentavam variantes 
europeias, E protótipo ou E 350G. Foram encontradas variantes não europeias em 46,15% 
das amostras de carcinoma invasivo, atingindo, portanto, uma prevalência semelhante à das 
variantes europeias. Destas últimas, é de salientar a predominância da Europeia protótipo 
(78,6%) relativamente à 350G (21,4%). 
 
Tabela 6: Variantes de HP 16 encontradas neste estudo e respectiva frequência. 
Variante n  (%) 
Europeia protótipo 14 (43.75%) 
Europeia 350G 6 (18.75%) 
Africana/ NA/AA 12 (37.5%) 
 
  
De referir ainda que, das mulheres estudadas, apenas quatro tinham naturalidade 
estrangeira: duas tinham nascido em Angola, mas apresentavam o protótipo de HPV 16, e 
as outras duas tinham naturalidade estrangeira desconhecida e apresentavam variantes não 
europeias de HPV 16. 
 
 
4.3 ANÁLISE DO POLIMORFISMO ARG/PRO DA P53 
 
No estudo do polimorfismo do codão 72 do p53, foi pesquisada a distribuição dos 
três genótipos na população de indivíduos de controlo e na população de indivíduos com 
lesões do colo do útero (Tabelas 7 e 8). No grupo de indivíduos de controlo, foram 
observadas frequências genotípicas de 47.8%, 44.6% e 7.6%, para as formas Arg/Arg, 
Arg/Pro e Pro/Pro respectivamente. No grupo de indivíduos com lesões do colo do útero, 
as frequências genotípicas das mesmas formas foram de 55.5%, 37.4% e 7.1%, 
respectivamente (Tabela 7). 
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Foi ainda pesquisada a presença de Pro/Pro versus outros genótipos e a presença de 
Arg/Arg versus outros genótipos, no grupo de indivíduos de controlo e no grupo de 
indivíduos com lesões do colo do útero. Não foram observadas correlações estatisticamente 
significativas (Tabela 7). 
 
Tabela 7: Frequências genotípicas e alélicas do polimorfismo no codão 72 do p53 em indivíduos de controlo 
e em indivíduos com lesões do colo do útero. 
 
Controlos 
(n=92) 
Indivíduos 
com lesões  
(n=99) 
OR IC 95% p 
Alelos n % n %  
Pro(CCC) 55 29.9% 51 25.8% 1.00 referência  
Arg (CGC) 129 70.1% 147 74.2% 1.23 0.78-1.92 0.37 
        
Genótipo        
Pro/Pro 7 7.6% 7 7.1% 1.00 referência  
Arg/Pro 41 44.6% 37 37.4% 0.90 0.2-2.82 0.86 
Arg/Arg 44 47.8% 55 55.5 1.25 0.41-3.83 0.69 
        
Associação 1        
Pro/Pro 7 7.6% 7 7.1% 1.00 referência  
Arg/Pro + Arg/Arg  85 92.4% 92 92.9 1.08 0.36-3.21 0.89 
        
Associação 2        
Pro/Pro + Arg/Pro 48 52.2% 44 44.4% 1.00 referência  
Arg/Arg 44 47.8% 55 55.6% 1.36 0.77-2.41 0.28 
        
 
 
A associação entre o polimorfismo do codão 72 do p53 com o risco de 
desenvolvimento de cancro do colo do útero foi investigada por análise da distribuição dos 
diferentes genótipos, em indivíduos normais e em indivíduos com diferentes lesões do colo 
uterino. Da análise das frequências genotípicas encontradas no grupo de indivíduos com 
diferentes lesões e indivíduos de controlo verificámos que se aplicam os princípios de 
Hardy-Weinberg para as populações em equilíbrio. Não foram observadas correlações 
estatisticamente significativas (Tabela 8). Foi ainda pesquisada a susceptibilidade para o 
desenvolvimento de lesões de alto grau e carcinoma do colo do útero do grupo portador de 
Arg (Arg/Arg e Arg/Pro), tendo-se verificado que não apresentava um maior risco (p=0.6, 
OR=1.35, IC95%=0.43-4.23).  
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Tabela 8: Frequências genotípicas do polimorfismo do codão 72 do p53 por grau de lesão do colo do útero.  
Arg/Arg Arg/Pro Pro/Pro Diagnóstico 
n (%) n (%) n (%) 
OR IC 95% P 
Normal 
(n=92) 
44 (47.8%) 41 (44.6%) 7 (7.6%)    
ASCUS 
(n=12) 7 (58.3%) 5 (41.7%) 0 0.65 0.19-2.21 0.49 
LBG  
(n=27) 17 (63%) 9 (33.3%) 1 (3.7%) 0.54 0.22-1.30 0.17 
LAG 
(n=13) 
5 (38.5%) 6 (46.1%) 2 (15.4%) 1.46 0.45-4.82 0.53 
Carcinoma 
(n=47) 
26 (55.3%) 17 (36.2%) 4 (8.5%) 0.74 0.37-1.50 0.40 
OR – odds ratio (calculado para comparar cada grupo de indivíduos com lesão com o grupo de indivíduos 
normais em relação à presença do genótipo Arg/Arg) ; IC – Intervalo de Confiança; P – valor obtido pelo 
teste de χ2. 
 
 
 
Também não foi observada qualquer diferença significativa relativamente às 
frequências alélicas, tendo sido uniforme a distribuição dos alelos nos vários grupos 
estudados (Tabela 7 e Fig. 18). O alelo associado a Arg (CGC) estava presente em 70.1% 
dos indivíduos do grupo de controlo. Nos grupos de indivíduos com lesões do colo do 
útero a distribuição foi semelhante (ASCUS: 79.2%, LBA: 79.6%, LAG: 61.5%, 
carcinomas invasivos: 73.4%).  
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Figura 18: Frequências alélicas do polimorfismo do codão 72 do p53 por grau de lesão do colo do útero.  
 Arginina: CGC; Prolina: CCC 
 
Em 26 amostras de LAG e carcinoma invasivo em que foi feita a caracterização das 
variantes de HPV16 também foi possível determinar o polimorfismo Arg/Pro da p53. No 
entanto, não foi encontrada qualquer associação entre os diferentes genótipos e a presença 
de variantes de HPV 16 não protótipo (Tabela 9). Ainda foi investigada a relação entre os 
diferentes genótipos do p53 e infecção por uma variante de HPV 16 com substituição no 
nucleótido 350 (T/G): NA/AA ou E 350G. Mais uma vez, não se observou qualquer 
correlação estatisticamente significativa (Tabela 10). 
 
Tabela 9: Variantes de HPV 16 encontradas em indivíduos com diferentes genótipos do polimorfismo do 
codão 72 da p53. 
Polimorfismo p53 HPV 16 protótipo HPV 16 não protótipo 
Pro/Pro (n=1) 1 (100%) 0 
Arg/Pro (n=10) 4 (40%) 6 (60%) 
Arg/Arg (n=15) 6 (40%) 9 (60%) 
 
Tabela 10: Variantes de HPV 16 encontradas em indivíduos com diferentes genótipos do polimorfismo do 
codão 72 da p53. 
Polimorfismo p53 HPV 16 350T HPV 16 350G 
Pro/Pro (n=1) 1 (100%) 0 
Arg/Pro (n=10) 6 (60%) 4 (40%) 
Arg/Arg (n=15) 9 (60%) 6 (40%) 
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5. DISCUSSÃO 
 
 A infecção por HPVs de alto risco está associada ao desenvolvimento de cancro do 
colo do útero [4]. A prevalência da infecção é elevada em mulheres jovens, mas as 
infecções são geralmente transitórias [13]. Apenas uma pequena percentagem das mulheres 
infectadas por HPV de alto risco desenvolverá uma lesão neoplásica do colo uterino. Estes 
dados sugerem a existência de outros factores com um papel importante na carcinogénese 
do colo do útero mediada pelo HPV. Com este trabalho pretendemos investigar alguns 
factores, virais e do hospedeiro, envolvidos na infecção e carcinogénese mediada por HPV.  
 Em diferentes populações são encontradas prevalências distintas de diferentes tipos 
de HPV, sendo o HPV 16 o mais frequentemente detectado em amostras de carcinomas 
[1,11,27]. Diferentes tipos de HPV podem estar associados a diferentes graus de risco 
dependendo da população em estudo. Na população portuguesa, o HPV 16 parece ser 
também o tipo mais prevalente, estando presente em cerca 74% de LAG e cerca de 80% de 
carcinomas invasivos [67]. Neste trabalho começámos por fazer a tipificação dos HPV 
presentes no epitélio do colo do útero de mulheres que participaram no programa de 
rastreio do cancro do colo uterino do IPO de Coimbra FG, EPE. Verificámos que o HPV 
16 era, de facto, o tipo mais prevalente, estando presente em 19,4% das amostras. Estes 
dados estão de acordo com os publicados anteriormente [67].  
Vários estudos demonstraram que o genoma de HPV 16 é polimórfico. Para além 
da infecção por HPV 16, tem sido sugerido que diferentes variantes deste tipo podem estar 
associadas com diferentes graus de risco para o desenvolvimento de cancro do colo do 
útero. A distribuição das classes do HPV 16 difere com as regiões geográficas e 
populações e parece estar relacionada com a origem étnica do hospedeiro 
[22,24,25,27,31,68]. Por exemplo, a persistência da infecção por variantes europeias 
parece ser maior em mulheres caucasianas do que em mulheres afro-americanas, e o 
contrário se observa no caso das variantes africanas [38,39]. Na população mexicana, foi 
observada uma elevada prevalência da variante AA, o que sugere maior susceptibilidade 
desta população para a infecção por esta variante [30-32]. Na população chinesa, a variante 
Asiática também está associada a uma elevada percentagem dos casos de cancro do colo do 
útero [21,35].  
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Na população brasileira, as variantes não europeias parecem estar associadas a 
lesões de alto grau [40]. Já na população da África do Sul, em que as variantes africanas 
são comuns, não foi encontrado risco aumentado em mulheres com estas variantes, quando 
comparadas com outras variantes de HPV 16 [37]. 
Em relação a populações europeias têm sido obtidos resultados controversos [22]. 
Na população alemã, espanhola e polaca, foi descrita a presença de HPV 16 protótipo em 
aproximadamente 34% dos casos de carcinoma [27,45]. No entanto, na população sueca, o 
protótipo parece estar presente em apenas 6% dos casos de carcinoma do colo do útero, 
embora o número de casos estudados tenha sido limitado [43]. Tornesello e colaboradores 
[29] estudaram a população italiana e encontraram um aumento da frequência de variantes 
não europeias em lesões invasivas, sugerindo que seriam mais oncogénicas que as 
variantes europeias. A variante E350G também era mais prevalente no grupo com o 
diagnóstico de carcinoma [29]. Foram obtidos resultados semelhantes na população 
francesa [69]. 
Neste trabalho fomos caracterizar as variantes de HPV 16 numa população 
constituída por 32 mulheres com diferentes lesões do colo uterino. Verificámos que as 
variantes não protótipo estavam presentes em 57,7% de amostras de carcinoma invasivo. A 
distribuição semelhante de variantes protótipo e não protótipo nesta categoria sugere que as 
últimas não conferem um maior risco para o desenvolvimento de cancro do colo do útero. 
Estes dados contrariam os obtidos por Zehbe e colaboradores [43], que sugerem uma forte 
associação entre o HPV 16 não protótipo e o desenvolvimento de carcinoma. Estão, no 
entanto, de acordo com estudos relativos a outras populações europeias, em que a 
sequência de protótipo de HPV 16 estava presente em mais de 30% dos carcinomas 
[27,45]. 
Na nossa população, a presença de G no nucleótido 350 (variante E350G e variante 
NA/AA) parece não ser um factor de risco acrescido para o desenvolvimento de cancro do 
colo do útero. Estes dados estão de acordo com os publicados recentemente para a 
população portuguesa [70]. 
Foi interessante notar que as variantes não europeias apenas foram detectadas em 
amostras de carcinomas invasivos. Embora sejam relativos a uma amostragem pequena, 
estes dados sugerem que as variantes não europeias, na população portuguesa, poderão 
conferir um maior risco para o desenvolvimento de cancro do colo do útero.  
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Verificámos ainda que, na população em estudo, as variantes de HPV 16 não 
europeias, em especial as variantes africanas, apresentavam uma elevada prevalência. De 
salientar que a maioria das amostras que apresentavam estas variantes pertenciam a 
mulheres de nacionalidade portuguesa.  
Recentemente, Pista e colaboradores [70] obtiveram dados semelhantes quanto às 
variantes não europeias para uma população da região sul de Portugal. Estas, em especial 
as africanas, foram encontradas com uma prevalência elevada e estavam associadas a 
progressão das lesões, constituindo um factor de risco aumentado para o desenvolvimento 
de cancro do colo do útero na população estudada. Uma vez que se julga que a migração 
humana poderá ser um factor que influencia a distribuição geográfica das variantes de 
HPV 16, é natural esperar a presença destas variantes não europeias na população 
portuguesa, especialmente no que respeita às variantes africanas, que apresentam uma 
maior prevalência na população portuguesa do que noutras populações europeias. 
Para além de factores virais, também estão descritos factores do hospedeiro que 
poderão propiciar o desenvolvimento de cancro do colo do útero, nomeadamente o 
polimorfismo do codão 72 do p53. Storey e colaboradores [47] mostraram que, na 
população inglesa, a variante arginina da p53 era mais sensível à degradação pelo HPV 16 
e 18, do que a variante prolina. Observaram ainda que, em indivíduos com carcinoma 
invasivo, a frequência do alelo arginina era sete vezes superior à do alelo prolina. 
Resultados semelhantes foram obtidos nas populações italiana e sueca [71]. Apesar da 
forte associação entre a homozigotia para Arg no codão 72 da p53 e o risco de carcinoma 
do colo do útero observada por estes investigadores, poucas investigações posteriores 
confirmaram os resultados obtidos. Por exemplo, Koushik e colaboradores [46] realizaram 
uma meta-análise que incluía os resultados de 45 estudos, tendo concluído não existir uma 
correlação significativa entre este polimorfismo e a susceptibilidade para o 
desenvolvimento de cancro do colo uterino na generalidade dos estudos. Recentemente, 
Sousa e colaboradores realizaram uma meta-análise de estudos de populações europeias, 
em que a maioria dos estudos mostrava não existirem diferenças estatisticamente 
significativas entre os casos de lesões do colo do útero e os controlos [72]. Por outro lado, 
parecem existir diferenças populacionais que condicionam esta associação, já que foi 
observado que as frequências alélicas variavam entre grupos étnicos [56]. 
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Fomos, então, investigar se existia alguma associação entre este polimorfismo da 
p53 e o risco para desenvolver cancro do colo do útero na população da região centro de 
Portugal. Para tal, fomos determinar o genótipo de mulheres com vários graus de lesão do 
colo do útero. Não encontrámos qualquer diferença estatisticamente significativa nas 
frequências genotípicas entre mulheres com citologia normal e mulheres com lesões do 
colo do útero. Os nossos resultados estão de acordo com um estudo já realizado relativo à 
população da região norte do país. De facto, Santos e colaboradores [57], num estudo que 
englobou 145 mulheres de controlo e 240 mulheres com lesões do colo do útero, embora 
tenham observado um aumento da frequência do genótipo Arg/Arg no grupo que 
apresentava carcinoma, não encontraram nenhuma diferença estatisticamente significativa 
entre o grupo de controlo e o grupo com lesões do colo do útero. Este estudo e o nosso 
sugerem não existir qualquer associação do genótipo Arg/Arg com um maior risco de 
desenvolvimento de carcinoma do colo uterino na população portuguesa. 
Fomos ainda investigar se haveria alguma correlação entre o desenvolvimento de 
cancro do colo do útero com a infecção por HPV16 350T em mulheres com diferentes 
genótipos de p53. Duin e colaboradores [45] observaram que, na população holandesa, 
havia uma maior prevalência de infecções por variantes de HPV 16 350T em mulheres 
com a forma Arg da p53. Estes investigadores sugeriram que esta associação conferia um 
risco acrescido para o desenvolvimento de cancro do colo do útero. Foi sugerido que o 
efeito oncogénico do HPV 16 350T podia ser influenciado pelo genótipo de p53, devido à 
maior susceptibilidade da forma Arg da p53 a degradação mediada pelas variantes 350T. 
No entanto, estes aspectos ainda não estão totalmente esclarecidos. No nosso estudo não 
encontrámos qualquer associação significativa entre a infecção por HPV 350 G ou T com o 
polimorfismo Pro/Arg do p53. 
Para esclarecer se os diferentes resultados obtidos pelos diversos grupos de 
investigadores se devem a diferenças populacionais e determinar o papel de alterações no 
p53 no desenvolvimento de lesões do colo do útero, é crucial que se faça um estudo 
epidemiológico em populações mais alargadas, que inclua várias latitudes e em particular 
em populações que vivam próximas do equador, já que estas apresentam maior frequência 
da forma Pro da p53 [73]. 
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6. CONCLUSÃO 
 
 Os estudos epidemiológicos que conduziram à associação entre a infecção por HPV 
e o desenvolvimento de cancro do colo do útero contribuíram para uma melhor 
compreensão do processo oncogénico, uma melhor avaliação de risco em programas de 
rastreio e o desenvolvimento de estratégias de prevenção através da vacinação. No entanto, 
é do conhecimento geral que apenas uma pequena percentagem das mulheres infectadas 
por HPV de alto risco desenvolvem, de facto, cancro do colo do útero. Como tal, será 
importante perceber os factores do hospedeiro e virais que contribuem para a persistência 
da infecção por HPV e o eventual desenvolvimento de cancro do colo do útero. 
 A análise de variações genéticas do hospedeiro pode contribuir para uma melhor 
caracterização da susceptibilidade para o desenvolvimento de neoplasias. Neste sentido, foi 
pesquisada a relação entre o polimorfismo Arg/Pro da p53 e o desenvolvimento de cancro 
do colo do útero. Não foram encontradas associações estatisticamente significativas na 
nossa população, mas será útil estudar este e outros polimorfismos numa população mais 
alargada e em diferentes regiões geográficas. A definição de grupos populacionais mais 
susceptíveis pode ser determinante na elaboração de estratégias de prevenção. 
 O conhecimento da distribuição das variantes de HPV 16 poderá ser utilizado para 
melhorar a avaliação do risco oncogénico durante o diagnóstico, diferenciar tratamentos ou 
adequar a utilização de vacinas. Foi interessante notar que, na nossa população, há uma 
grande heterogeneidade de variantes de HPV 16. No entanto, para a obtenção de resultados 
conclusivos são necessários estudos adicionais com um maior número de amostras para 
avaliar o risco oncogénico individual de cada variante e estabelecer, com rigor, a 
prevalência das variantes de HPV 16 na nossa população.  
A identificação de grupos de risco permitirá o desenho de estratégias preventivas 
e/ou terapêuticas mais eficazes com claros benefícios para as mulheres infectadas por HPV 
e com uma redução de custos para os serviços de saúde. 
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